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摘  要 
目的  诱导患者来源的眼表细胞产生 iPS 细胞，并诱导这种病人特异的 iPS 细胞
向角膜上皮干细胞定向分化。 
方法  采用患者来源的翼状胬肉基质成纤维细胞（PSF）和人结膜上皮细胞
（HCjE），通过逆转录病毒载体介导将 OCT4、SOX2、c-MYC 和 KLF4 等 4 种
转录因子导入细胞中，经过一系列的条件诱导过程，诱导这两种细胞转化成 iPS
细胞。然后采用碱性磷酸酶染色、RT-PCR 检测、免疫荧光染色、基因芯片分析
等方法对所诱导的 iPS 细胞进行鉴定。 后采用 IV 型胶原加 KSFM 培养基单独
培养、IV 型胶原加 SHEM 培养基单独培养、IV 型胶原加 KSFM 和 SHEM 培养
基轮流诱导的方法诱导 iPS 细胞向角膜上皮干细胞方向分化，分化细胞表型采用
免疫荧光染色检测 K3、K12、p63 和 ABCG2 等标记物进行鉴定。 
结果  我们成功将患者来源的眼表细胞（翼状胬肉基质成纤维细胞和人结膜上皮




胚胎干细胞标志物，诱导产生的 PSF-iPSCs 与 ESCs 在全基因表达谱上有高度的
相似性，两者在系统树图中归属同一聚类。RT-PCR 检测结果显示人结膜上皮细
胞内源性表达 OCT4、SOX2 等多种胚胎干细胞标记基因，用其诱导 iPS 细胞的
效率比普通成纤维细胞高出 10 倍左右。采用 IV 型胶原加 KSFM 和 SHEM 培养
基轮流诱导的方法成功将这种病人特异的 iPS 细胞诱导成角膜上皮样细胞。 
结论  患者来源的翼状胬肉基质成纤维细胞和人结膜上皮细胞都可以被诱导成







































Objective  To generate iPSCs from patient’s ocular surface epithelial cells and 
fibroblasts, and induce differentiation of these patient-specific iPSCs into corneal 
epithelial stem cells.  
Methods  iPSCs were generated from pterygium stromal fibroblast (PSF) and human 
conjunctival epithelium(HCjE) by introducing four reprogramming genes (OCT4、
SOX2、 c-MYC and KLF4). After that, the iPS cell line was characterized by 
AP-staining, RT-PCR analysis, immunofluorescence staining, and microarray analysis. 
iPSCs were then cultured on type IV collagen coated dishes with KSFM medium or 
SHEM medium or KSFM and SHEM medium to induce corneal lineage differentiation, 
corneal limbal epithelial stem cell phenotype was characterized by 
immunofluorescence staining of K3, K12, p63, and ABCG2. 
Results  Patient-specific iPSCs were successfully generated from pterygium stromal 
fibroblasts and human conjunctival epithelial cells. Characterization results showed 
that these patient-specific iPSCs are similar to ES cells. The AP-staining results were 
positive, and these iPSCs endogenously expressed ES cell marker genes such as 
DPPA4、TERT、NANOG、GDF3、REX1、ESG1、OCT3/4、SOX2、KLF4 and c-MYC, 
and these iPSCs also expressed ES cell markers such as SSEA4、TRA-1-81、
NANOG、OCT4 and LIN28, and the dendrogram of the global expression profiles 
showing that PSF-iPSCs and ESCs were in the same cluster. Human conjunctival 
epithelial cells cultured in KSFM endogenously expressed ES cell marker genes such 
as OCT4 and SOX2, the efficency of iPSCs generated from HCjE is about 10 times 
higher than that from fibroblasts. Corneal epithelial-like cells which expressed K12 
and K3 were generated from iPSCs by culturing iPSCs on type IV collagen coated dish 
with KSFM and SHEM medium.  
Conclusion  Pterygium stromal fibroblasts and human conjunctival epithelial cells 
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corneal epithelial-like cells. Using this protocol, we may generate unlimited autograft 
limbal stem cells for ocular surface reconstruction. 
 
Keywords:  iPSCs; Human Conjunctival Epithelium; Induction; Differentiation; 
Corneal Epithelial Stem Cells 
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第一章  绪 论 
1.1  角膜上皮干细胞及其缺乏症的研究现状 























































近年来出现的 iPS 细胞，为这一问题的突破提供了很好的契机。 
1.2  iPS 细胞的研究现状及其应用 
1.2.1  iPS 细胞的研究现状 
1.2.1.1  iPS 细胞的产生 
2006 年，Yamanaka 等[16]首次发现外源导入特定的转录因子能够使已分化的
细胞重编程回到胚胎干细胞状态，他们通过逆转录病毒载体介导将 SOX2、
OCT4、KLF4 和 c-MYC 等 4 种转录因子导入小鼠皮肤成纤维细胞，获得了具有
强大的自我更新能力和分化潜能的多能性干细胞，命名为“诱导性多潜能干细胞”
（Induced Pluripotent Stem Cells，iPSCs）。随后，Yu 等[17]和 Takahashi 等[18]又


















1.2.1.2  iPS 细胞的生物学特性 
胚胎干细胞是全能干细胞，具有强大的自我更新能力和多向分化潜能，在体
外可以无限增殖。iPS 细胞类似于 ES 细胞，那么，iPS 细胞是否像 ES 细胞一样
具有多能性呢？目前，研究人员主要通过形态学标准、标志分子的表达、基因表
达模式、表观遗传学特征和发育潜能等方面对 iPS 细胞进行鉴定。一般而言，所
建立的 iPS 细胞都可以做到在形态和生长特性方面与 ES 细胞一致，染色体核型
分析以及基因芯片的分析结果表明，其基因表达谱与 ES 细胞的基因表达谱也基
本上类似。通过 RT-PCR 分析和免疫组织化学染色发现，iPS 细胞也表达 ES 细
胞特异的表面标志，如 TRA-1-60、TRA-1-81、SSEA-1、SSEA-3 和 SSEA-4 等。
通过荧光素酶报告基因实验、亚硫酸盐基因组测序法以及染色质免疫沉淀
（Chromatin immunoprecitation，ChIP）技术鉴定 iPS 细胞的表观遗传学特征，也
都发现 iPS 细胞与 ES 细胞具有相似的 DNA 甲基化模式和组蛋白修饰情况。经
悬浮培养的 iPS 细胞可以形成拟胚体（Embryonic Body，EB），且在一定条件下
可向三胚层方向分化，并能参与生殖系的发育，这与正常的 ES 细胞相同。 
iPS 细胞是否真正拥有与胚胎干细胞一样的全能性呢？目前，检测 iPS 细胞
发育潜能较为严格的方法主要是由 iPS 细胞生成嵌合体动物和畸胎瘤形成实验。
到目前为止，采用四倍体补偿法来检测 iPS 细胞的发育潜能还比较少见。Wernig




医学院的 Zhao 等[20]和来自中国科学院北京生命科学研究所的 Kang 等[21]，分别
采用逆转录病毒和慢病毒介导的方法，首次通过四倍体囊胚注射的方法，利用 iPS
细胞得到能够存活并具有繁殖能力的小鼠，从而在世界上首次证明了 iPS 细胞的
全能性。这也大大拓展了 iPS 细胞的应用前景。 
然而，许多研究也发现，iPS 细胞并不完全等同于 ES 细胞。Takahashi 等[18]
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分析发现，iPS 细胞的 1267 个转录产物基因（约 4%）与 ES 细胞存在 5 倍左右
的差异。虽然 iPSCs 并不与 ESCs 完全相同，但其高度的分化潜能使其成为临床
干细胞治疗研究的理想细胞来源。 
1.2.1.3  iPS 细胞的诱导方法及安全性 
从 2006 年 iPS 细胞诞生至今短短的几年时间内，iPS 细胞的研究取得了突飞
猛进的发展，仅诱导方法而言，从病毒诱导方法如逆转录病毒、腺病毒和慢病毒，
到非病毒的转座子载体、蛋白质甚至 RNA 均能介导外源转录因子诱导产生 iPS
细胞。 
由于 iPS 细胞具有重要的临床应用前景，因此将 iPS 细胞真正应用于临床治
疗前，首先要严格分析它的安全性。在刚开始的研究中，人们通常将转录因子导
入分化的体细胞，在 先使用的 4 个转录因子中，c-MYC 是致癌基因，KLF4 也
有一定的致癌能力[22,23]。为了避免使用致癌基因，科学家们做了许多探索。Wernig
等[24]和 Nakagawa 等[25]考虑不用 c-MYC，只用 OCT4、SOX2 和 KLF4 这 3 个转
录因子来诱导产生 iPS 细胞，并获得了成功。Thomson 等[17]用 SOX2、OCT4、
LIN28 和 NANOG 诱导人成纤维细胞成为 iPS 细胞也可避开 c-MYC 和 KLF4 的
致癌性。Feng 等[26]用 Essrb 替代 c-MYC 和 KLF4 这两个转录因子，与 OCT4 和
SOX2 共同作用成功把胎鼠成纤维细胞诱导成 iPS 细胞。仅使用组蛋白去乙酰化
酶抑制剂 VPA 与 OCT4 和 SOX2 这两个转录因子也可以把人成纤维细胞重编程
成 iPS 细胞[27]。此外，还有研究者利用某些体细胞中所表达的内源性因子，减少
转录因子的使用数目。有报道称神经前体细胞（neural progenitor cells，NPCs）
和神经干细胞（neural stem cells，NSCs）内源性表达 SOX2，只用 KLF4 和 OCT4
两个转录因子就可以诱导这两种细胞产生 iPS 细胞[28,29]。Kim 等[30]也发现 NSCs
内源性表达 KLF4 和 SOX2 两种转录因子，只用 OCT4 一个转录因子就可以将成
年小鼠的 NSCs 诱导成 iPS 细胞。但是，无论如何改进，使用逆转录病毒载体或
慢病毒载体诱导产生 iPS 细胞都可能会导致外源基因整合到体细胞基因组，引起
插入突变，如果将这些 iPS 细胞应用于临床治疗研究，将会存在安全隐患。 
因此，科学家们开始尝试利用其他的小分子基因转染的方法来诱导产生 iPS
细胞。Stadtfeld 等[31]利用腺病毒载体成功诱导产生了小鼠的 iPS 细胞，Okita 等[32]
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